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1. INTRODUÇÃO
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Do mesmo modo que outros agentes tóxicos, os fungicidas têm sido pes­
quisados quanto â sua atuação como inibidores do metabolismo.
□s fungicidas orgânicos mais amplamente usados são os dialquilderiva- 
dos do ãcido ditiocarbâmico. São muito importantes no controle de doenças vege­
tais, como desinfetantes para sementes, como "sprays” para pomares e repelentes 
para insetos. São usados no comercio em tintas e como fungicidas téxteis(44). 
Estas drogas têm também atraído a atenção dos radiobiologistas, porque são efe­
tivos (em animais experimetais) contra a letalidade da exposição aguda â radia­
ções ionizantes (9). São também usados para o controle de doenças da pele em ho­
mens e animais (62). Antes de serem introduzidos como fungicidas, os ditiocarba- 
matos foram bastante usados na indústria da borracha para acelerar o processo de 
vulcanização. .
ü descobrimento dos ditiocarbamatos como fungicidas é comparãvel ao 
descobrimento do DDT como inseticida, sendo que precedem a introdução do DDT 
por vãrios anos (62). Hã dois tipos de ditiocarbamatos usados como fungicidas: 
os dialquilditiocarbamatos (DDC) e os etilenobisditiocarbamatos, cujos mecanis­
mos de ação parecem ser diferentes (56, 65).
ü sal de zinco do ãcido dimetilditiocarbâmico é preferível aos demais, 
devido â maior solubilidade em ãgua e a outras características favorãveis ao 
uso como pesticida (61). É formado pela junção de duas moléculas de ãcido di­
metilditiocarbâmico através de um átomo de zinco.
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Figura 1 - Estruturas básicas dos ditiocarbamatos.
A = ácido dimetilditiocarbâmico 
B = ácido dialquilditiocarbâmico 
C = dialquilditiocarbamatos metálicos 
D = tetraalquiltiuram dissulfetos
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Toxidez a mamíferos (LD 50 mg/Kg)
(rato = 500 mg/Kg
a) por via oral (
(coelho = 400 mg/Kg
(rato = 1400 mg/Kg
b) por via estomacal (
(cobaia e coelho = 100-300 mg/Kg
(camundongo = 1Z mg/Kg 
c.) por via intraperitonial (
(rato, coelho, cobaia = 5-Z3 mg/Kg
d) por via sub-cutânea (em |rato = Z85 mg/Kg
Nomenclatura comercial do ZDDC: Ziram, Zerlate, Nathasan, Zimate, Fuclc
zin, Corozate, Opalete, Karban White, Zirberk, ZDDC, Niagara Z-C, Carbazinc.
oleo de amendoim)
0 ZDDC foi primeiramente usado para combater a antracnose do tomate. 
Depois passou a ter uso mais geral contra doenças causadas por fungos em ce­
reais, batata, tomate, frutas e outros; também contra doenças de folhas em 
cucúrbitas, cenoura, beterraba, pimenta e ainda para evitar o apodrecimento 
da batata e de frutas (44).
De acordo com o rotulo da embalagem de Fungitox (uma das formulas co­
merciais do ZDDC que contém 90% da droga em veículo inerte), o ZDDC é indicado 
para o tratamento das seguintes doenças de vegetais: antracnose, ferrugem, re- 
queima, pinta preta, sarna, podridão amarga, podridão parda, cercoporiose, que_i 
ma, mancha preta, míldio, septriose, mancha angular e ãcaro da ferrugem.
Vários estudos jã foram feitos a respeito do mecanismo de ação toxica 
de ditiocarbamatos em fungos e outros organismos unicelulares.
MANTEN et al (37) determinaram a sensibilidade ao TNTD (tetrametil- 
tiuram dissulfeto, produto de oxidação de dimetilditiocarbamato de sodio), em 
relação aos diferentes tipos de metabolismos em vários microrganismos. Ela­
boraram o espectro antimicrobial do TMTD para 27 espécies, incluindo bactérias 
leveduras e fungos. Em geral a toxidez é maior para fungos do que para bacté­
rias. Sugeriram que a droga age primariamente interferindo no processo assimi- 
latório do metabolismo dos microrganismos. ’
Uma peculiaridade interessante dos compostos DDC é a resposta bimodal 
para a curva de dosagem na toxidez para fungos (41, 65, 69, 70, 71). No início, 
o aumento gradual da concentração leva a um aumento correspondente na toxidez;
depois de certo ponto, aumentando-se a quantidade de droga, hã uma diminuição 
gradual do toxidez- Posterior aumento na dosagem (além do ponto de inversão) 
torna a toxidez novamente crescente. A teoria mais aceita para a resposta bimo- 
dal i de que os compostos DDC formam dois tipos de complexos com íons de cobre 
(adicionados ao meio de crescimento) causando:
a) 1- zona de inibição: devido "a forma Cu(DDC)+
b) zona de inversão: devido à forma CutDDC)^
c) 2- zona de inibição: devido ao íon DDC livre
Segundo SIJPESTEINJN e JANSEN (65) bactérias Gram-positivas são muito 
sensíveis ao NaDDC, sendo que para Bacillus subtilis não hã inversão do cres­
cimento. Sugeriram um paralelo entre a inibição de enzimas -SH por arsénico e 
por ditiocarbamatos.
0 composto dietil livre ê tão tóxico para Aspergillus niger, quanto o 
dimetil livre. Dipropil exige concentração 10 vezes maior, e o dibutil não é 
inibidor nem nesta concentração (27, 64). 0 mesmo ocorre para B.subtilis (65).
De acordo co RICH e HORSFALL (56) o crescimento de A.niger e Penicil- 
lium italicum é afetado por 1/25 a 1/100 da dosagem de NaDDC que afeta a res­
piração; os compostos DDC muito provavelmente atuam interferindo em certos pro­
cessos assimilatorios. A toxidez’foi atribuida ao íon ditiocarbamato, porque 
diminuindo a ionização, diminui a ação fungitéxica, enquanto que aumentando a 
ionização, a fungitoxidez aumenta.=
0 NaDDC inibe o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, sendo que 
ocorre inibição da oxidação do acetato com igual concentração (12)* A fermenta­
ção anaeróbica da glucose por S.cerevisae ê também fortemente inibida por TNTD, 
e seria devido a inibição da oxidação do gliceraldeiro-3-fosfato (77).
Esporos e micélio de A.niger acumulam ãcido pirüvico, quando em pre­
sença de NaDDC (69, 71). Em Fusarium roseum, o ZDDC inibe os processos sinté­
ticos que usam a-cetoglutarato, sem inibir o ciclo da oxidação da glucose,
que produz os a-cetoácidos (78).
LUDWIG et al (35} em 1960 diziam que os estudos até entao realizados 
nao eram süficientes para explicar o mecanismo de açao toxica dos compostos 
DDC e seus produtos de oxidaçao • Mesmo sem garantir, consideraram como proua 
v;el modo de açao, a interaçao de DDC com grupos sulfidril de enzimas, ou entao 
a remoção de cations essenciais para os sistemas biologicos.
j
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A açao inibitória de nabam (etilenobisditiocarbamato de sodio) na 
germinação de esporos de P. italicum e A» niger é fortemente antagonizada por 
compostos tiolicos como cisteina e acido tioglicplico (68) sugerindo que a to 
xidez de nabam é devida à sua combinaçao com constituintes da célula que têm 
grupos -SH essenciais.
Segundo OWENS (45) os fungicidas DDC podem inibir enzimas que depen 
dem,' para sua atividade, de grupos amino, grupos sulfidril,’ Fe ou Cu. SISLER 
e CQX (77) também concordam que os compostos DDC inativam enzimas sulfidril , 
j;a que~TMrD inibe a fermentação da glucose, frutose -1,6- difosfato e gliceral 
deido -3- fosfato por levedura, e que a inibição fé revertida por cisteina e 
glutation. Constataram que TMTD inibe a triosefosfato desidrogenase.
CHEFURKA (7) demonstrou que os fungicidas DDC inibem fortemente as 
enzimas sulfidril-dependentes, glucose— 6- fosfato desigrogenase e 6- fosfoglu 
conato-desidrogenase, isoladas de Musca doméstica e que a inibição pode ser 
parcialmente revertida pela adiçao de cisteina. Concluiu que os fungicidas 
DDC atuam ao nível de enzimas-sulfidril que pertencem ao caminho da oxidaçao 
aerobica de hexosemonofosfato, no metabolismo de carbohidratos.
0 acumulo de acido pirtivido por A. niger em presença de NaDDC seria 
devido â interferência com coenzimas que atuam na oxidaçao do piruvato,’ como é 
eido lipóico e coênzima A. (69). SIJPESTEINJN e JANSEN (65) concluiram que 
os compostos DDC inibem enzimas que têm grupos ditiol essenciais, propondo que 
as enzimas inibidas sao aquelas que requerem acido dihidrolipoico como coenzi- 
ma.
NaDDC causa forte inibição da desidrogenase succínica, de tecido an:L 
mal (28) e sabe-se que existem grupos -SH importantes para atividade da succi- 
nato"desidrogenase (2, 14, 15, 23, 24, 28, 73, 74, 76, 79). 0 acido dihidro­
lipoico é necessário para a atividade de desidrogenases ligadas ao caminho da 
oxidaçao de a-ceto acidos (53, 54, 58).
OWENS [46) notou correlação entre a habilidade dos fungicidas DDC 
para inibir a polifenoloxidase ”in vitro”, e sua toxidez a A.niger. Tal cor­
relação não existe para Botrytis cinerea, P.italicum e Rhysopus nigricans.
Como os compostos DDC são fortes agentes quelantes, OWENS sugeriu que a ina-
tivação de metais poderia ser o principal mecanismo toxico dos compostos DDC
contra certos fungos e não contra outros.
Segundo NANTEN et al (37) o íon ditiocarbamato pode atuar precipitar^
do íons de metais pesados essenciais à célula, ou inativando grupos -SH es­
senciais para enzimas, pela formação de ligações dissulfeto.
A inativação de metais como mecanismo tõxico para fungicidas DDC 
foi também referida por RICH e HORSFALL (56). Sugeriram que ZDDC poderia a­
gir inativando metaloenzimas, como as que requerem ferro. 0 complexo FeDDC 
(mais estãvel que ZnDDC) seria formado através da quelação do ferro da enzi­
ma com o ion DDC . ZnDDC é também menos estãvel que CuDDC (12). SIJPESTEINJN 
et àl (71, 65) tambem estudaram o papel de metais e de agentes quelantes na 
ação fungitõxica do NaDDC. GOKS0YR (13) tambem considera importante o papel
de metais na fungitoxidez de NaDDC.
Os compostos DDC são inibidores de reações catalizadas por íons co­
bre e por enzimas que requerem cobre, tal como polifenol oxidase (28, 37).A 
inibição da oxidação aerõbica do succinato não seria devido ao íon DDC , mas 
sim ao seu produto de oxidação, TETD, formado a partir de DDC através de uma
oxidação catalizada pelo sistema citocromo, desde que DDC reduz citocromo c.
NANTEN et al (38) estudaram a influência de traços de metais essen­
ciais para o crescimento de A.niger, como Zn, Fe, Cu, Nn e No sobre a fungi­
toxidez de TNTD. Não houve reversão da toxidez pela adição de nenhum dos me­
tais ao meio, nem quando o fungo foi cultivado em condição mais sensível ao 
TNTD (meio sintético), nem quando foi crescido em estado 100 vezes mais re­
sistente ao agente (meio agar malte). Sugerem que a possível reversão da a­
ção tóxica pelos metais essenciais (como citado anteriormente) poderia ser
devido ao fator utilidade e que haveria poucas evidências para dizer que o 
mecanismo de ação tóxica de TNTD fosse no sentido da teoria de precipitação 
de metais, ou da formação de complexos com os metais.
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E sabido que histidina e outros derivados imidazolicos são capazes 
de antagonizar a ação inibidora de NaDDC, TMTD e TMTM na germinação de esporos 
de fungos, na primeira zona de inibição (66, 67}. Seria por interação com 
algumas enzimas, possivelmente por interferência na biossíntese da histidina.
BREQUET et al (4} constataram a inibição do crescimento de S. cere - 
visae por' ZDDC, e demonstraram que o efeito primário de ZDDC em mitocondria 
de levedura esta localizado nas enzimas succinato, a-cetoglutarato e piruva- 
to desidrogenases. Sugeriram que ZDDC atua em grupos -SH mitocondriais, o 
que foi revelado pela titulação direta de grupos -SH de mitocondriàs de leve­
dura em presença do fungicida.
0 TETD inibe triosefosfatodesidrogenase isolada de musculo de coelho^ 
e a inibição e revertida por cisteina [42], indicando que TETD afeta grupos 
-SH essenciais para a união do substrato à enzima (uma vez que hã competição en 
tre o inibidor e o substrato para com a enzima}. A “acetaldeido oxidase de homo 
genato de figado e inibida por TETD (65}, e ela e uma enzima -SH (25,26}.
DLIBOIS et al (9} estudaram o efeito de ditiocarbamatos na fase oxida 
tiva do metabolismo intermediário de carboidratos, focalizando a ação em enzi 
mas do Ciclo do iAcido Tricarboxílico que requerem grupos -SH para sua ativida 
de. Observaram inibição do consumo de oxigênio, da utilização de pirúvato e 
da síntese do ãcido cítrico por derivados do ãcido ditiocarbâmico em homogena- 
to de fígado e rim de ratos. ü rim mostrou ser mais afetado que o figado . 
Demonstraram que as atividades de a-cetoglutarato desidrogenase, piruvato de 
sidrogenase e succinato desidrogenase são fortemente inibidas pelos sais do a 
eido ditiocarbâmico, "in vivo" e "in vitro". Constataram tambem, a inibição 
da enzima tirosinase { uma cuproproteina},"sugerindo que ditiocarbamatos são 
capazes de inibir reações enzimãticas através de sua habilidade de quelaçao , 
alem da reatividade com grupos -SH essenciais de enzimas ou coenzimas. Ob­
servaram que os sais do ãcido ditiocarbâmico são inibidores efetivos de enzi - 
mas -SH "in vivo" e "in vitro” , enquanto que o produto de oxidação TMTD ê ini­
bidor "in vivo”, mas não tem efeito apreciavel na atividade das enzimas "in 
vivo”. A reação direta dos derivados do ãcido ditiocarbâmico com enzimas -SH,
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seria o mecanismo provável para a ação toxica.
Apesar dos vários estudos feitos a respeito do mecanismo de ação
esclarecer os efeitos toxicos dos compostos DDC em animais.
Sabe-se que ditiocarbamatos causam dermatites em pessoas (61) e que 
foi constatada ação teratogênica em embriões de pinto (39). Metilcarbamatos 
são teratoginicos quando injetados em ovos de galinha nos primeiros dias de 
incubação, ou quando administrados a mamíferos de laboratório (5, 11). ZDDC 
ê irritante para as vias respiratórias superiores e para a pele (44).
ü processo da respiração celular e de importância vital, sendo que 
qualquer agente que interfere em tal mecanismo se revela prejudicial à vida. 
Torna-se importante saber se determinadas drogas impedem a seqüência normal 
de reações que ocorrem no processo respiratório, incluindo o ciclo dos ácidos 
tricarboxílicos, cadeia respiratória e fosforilação oxidativa.
0 objetivo do presente trabalho foi investigar a toxidez do fungi­
cida ZDDC ao nível da respiração celular de animais, na tentativa de auxili­
ar na elucidação dos efeitos tóxicos da droga. Foi estudado o efeito da dro­
ga ao nível de mitocõndrias intactas de fígado de rato.
tóxica em vários organismos, parece pouco tem sido feito no sentido de se
SÜQ013AI 3 SIVIU31VW
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2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1 - Reagentes
ZDDC é um pó branco,- insípido, sem cheiro, PR = 306, PF = 246, 
insolúvel em alcool e êter, pouco solúvel em água (65 ppm) e muito solúvel
em clorofórmio. Foi usado dissolvido no solvente orgânico dimetilformamida. 
As diversas drogas utilizadas foram de origem comercial, da maior pureza 
disponível.
2.2 - Isolamento de Mitocôndrias
As mitocôndrias foram isoladas a partir de fígado de rato, como des­
crito por VGSS et al [83], usando-se meio-de-extraçao contenda: d-manitol
0,21 M, sacarose 0,075 M,‘ Tris (hidroximetilaminometano] 0,01 M e EDTA (etile- 
nodiamino tetracetato, sal dissodico) 0,1 mM, pH 7,'4.
Fígados de ratos albinos, especie Wistar, foram isolados, logo após 
decapitaçao, picotados e suspensos em meio-de-extraçao gelado, sendo imediata­
mente triturados em homogeinizador de Van Potter Elvehjen (rompimento das celu
'V f  0lasj. 0 homogenato foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 0 C, marca 
S0R7ALL RC-2B, rotor S5-34, a 3.000 rpm, durante 10 minutos, a fim de eliminar 
restosde células intactas, membranas.e núcleos. 0 sedimento foi desprezado 
e o sobrenadante centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos, a fim de preci 
pitar as mitocôndrias. Desprezou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressus- 
penso em meio-de-extraçao e centrifugado a 8.000 rpm, por 10 minutos. Esta
última operaçao foi repetida, a fim de se obter mitocôndrias mais puras. To 
das as operações foram realizadas a frio, em banho-de-gelo.
2.3 - Isolamento da Enzima Succinato Desidrogenase
A enzima succinato desidrogenase foi isolada a partir de fígado de
boi, de acordo com o metodo de SINGER et al (74]. A enzima foi extraida do
pó cetônico, obtido a partir de mitocândrias de fígado de boi, sendo purifica­
da atrãves de precipitações com sulfato de amónio e de protamina.
2.4 - Métodos de Ensaio
a) Proteínas foram dosadas pelo método de LOWRY et al (34) usando so 
lução de soro albumina bovina cristalina como padrão.
b) 0 consumo de oxigênio foi avaliado por Respirometria, através do 
método clássico de WARBURG (82'), utilizando como substratos: succinato, a -ce 
toglutarato, glutamato' e isocitrato. ü meio-de-reação a pH 7,4 continha : 
D-manitol 0,25M, Tris 0,01M, EDTA 0,2mM, KCl 0,01M e tampão fosfato 5mM, pH 
7,4. ü volume final para cada frasco de Warburg foi de 2,85ml, sendo consti - 
tuido de: suspensão mitocondrial (5mg proteinas), KGH 20/0 (ü,15ml no poço cen 
trai), substratos (lüD umoles) e meio-de-reação (q.s.p. 2,85ml). Temperatu 
ra = 389 C. Agitações: lüü por minuto. Fase gasosa: ar atmosf érico. Gs 
resultados foram expressos em microlitros de oxigênio consumido nos intervalos 
de tempos (10-15 minutos).
c) As determinações polarograficas para o consumo de oxigênio e fos- 
forilação oxidativa foram realizadas a 27 °c em.Eletro.diQ de Oxigênio, como des 
cri to por VOSS et al (84), fabricado pela firma RANK-BROTHERS, Cambridge, In - 
glaterra. Utilizou-se o mesmo meio-de-reação citado para Manometria. A ve­
locidade respiratória foi expressa em micromolar de oxigênio por segundo ( yjViO. 
seg ). A relação ADP/O foi calculada de acordo com o método descrito por 
CHANCE e WILLIAMS (6) para ensaio da fosforilação oxidativa; consiste na rela­
ção entre a concentração molar de oxigênio consumido durante o estado ativo (es 
tado 3) da respiração, e a concentração molar de ADP que foi adicionado. 0 
coeficiente de controle respiratório (RC) foi calculado como a relação entre a 
velocidade respiratória com ADP (estado 3) e a velocidade apos o consumo de 
ADP (estado 4).
d) A proteção de grupos -SH mitocondriais contra o efeito inibidor* 
do ZDDC foi estudada, utilizando-se o reagente ditioeritréiiol(DTT), na concen 
tração 2mM. Foram feitos testes de controle, sendo que os resultados apresen 
tados estao isentos de possíveis alterações do sistema de ensaio devido â pre 
sença do DTT.
e) A enzima succinato desidrogenase foi ensaiada através de respiro-
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metria e polarografia, baseando-se na sua capacidade de consumir oxigênio, em 
presença do receptor artificial fenazinametasulfata (FMS), cuja reação geral 
(30) é:
Succinato + FMS ---- -— >  fumarato + FMSH^
FMSH2 + 02---->  FMS + H^3
0 consumo de oxigênio foi medido em Respirômetro de WARBURG e em ele
tródio de oxigênio, sendo qüe o sistema para ensaio continha: KCN 0,01M, 0,3ml;
FMS l°/o, 0,lml;' succinato 0,5M, 0,2ml; soro albumina bovina cristalina 1%, ,
Q,lml e tampao fosfato 0,2M, pH 7,6 q s p 2,85ml. A reação foi iniciada pe
la adição da succinato desidrogenase [2mg de proteina). Não foi possível me
dir a atividade da enzima espectrofotometricamente, porque ZDDC reage quimica­
mente- com diclorofenolindofenol (DCIP), o  receptor para FMSH2 .
f) 0 grau de "swelling" mitocondrial foi medido por turbidimetria em 
espectrofotômetro Beckman DB, a 54-0 rrJJ . ü sistema constou de: suspensão mi 
tocondrial (l,5mg proteina), meio de reação (qsp 3ml) e ZDDC.
RESULTADOS
3. RESULTADOS
3.1 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da oxidação do succinato per
mitocondrias de fígado de rato
TEMPO IMIN.I
Figura 2 - Efeito do ZDCC sobre o consumo de oxigênio por mitocondrias de figa 
do de rato, utilizando-se succinato como substrato. (Respirome - 
tria).
Sistema: suspensão mitocondrial (5mg de proteina], succinato de so 
dio (lQO y moles), KOH 20/o (ü,15ml no poço central) e meio de rea
Q-CETOGLUTARATO
3.2 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da oxidaçao de a -cetoglutara
to por mitocôndrias de fígado de rato.
TEMPO IMIN.l
Figura 3 - Efeito do ZDDC sobre o consumo de oxigênio por mitocôndrias de figa 
do de rato, utilizando-se a-cetoglutàrato como substrato. (Res 
pirometria).
Sistema: suspensão mitocondrial (5mg de proteina], a -cetoglutara- 
to de sodio (IDO ymoles), KOH 20/0 (0,15ml no poço central] e meio 
de reação (qsp 2,85ml).
3.3 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da oxidação de glutamato por
TEMPO (MIN.)
Figura 4 — Efeito do ZDDC sobre o consumo de oxigênio por mitocondrias de figa 
do de rato, utilizando-se glutamato como substrato. (Respirome 
tria.
Sistema: suspensão mitocondrial (5mg de proteina), L-glutamato de 
sodio (lüü ymoles), KOH 2CP/0 (0,15ml no poço central) e meio de rea-
20.
3.4 - Concentração limiar de ZDDC para inibição da oxidação de isocitrato por 
mitocôndrias de fígado de rato.
TEMPO IMIN.I
Figura 5 - Efeito do ZDDC sobre o consumo de oxigênio por mitocôndrias de fíga­
do ôe rato, utilizando-se o isocitrato como substrato (respirometria).
Sistema: suspensão mitocondrial (5mg de proteina), isocitrato de 
sõdio (100 y moles), KOH 20% (0,15 ml no poço central) e meio de 
reação (qsp 2,85 ml).
2 1 .
3.5 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da fosforilação oxidativa, u
sando-se succinato como substrato.
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Figura 6 - Efeito do ZDDC sobre a fosforilação oxidativa por mitocôndrias 
fígado de rato, utilizando—se o succinato como substrato.
Sistema: suspensão mitocondrial (l,5mg de proteina), succinato 
sódio (lOD ymoles), ADPC O* 5 • ymoles) e meio de reação 
2,85ml). Os resultados são expressos em y MO/seg.
Curva A: sistema normal
.-4Cürva B: sistema em presença de ZDDC, 3,2.10 M
.-4Curva C: sistema em presença de ZDDC, 4,2.10 M
de
de
(qsp
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3.6 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da fosforilaçao oxidativa, u
sando-se ot-cetoglutarato como substrato
Figura 7 — Efeito do ZDDC sobre a fosforilaçao oxidativa por mitocondrias de 
fígado de rato, utilizando-se o a.-cetoglutarato como'substrato. 
Sistema: suspensão mitocondrial (3mg de proteina), cx -cetoglutara­
to de sodio (100 ymoles), ADP (D,5 ymoles) e meio de reação (qsp
2,85ml).
Curva Ã: sistema normal
—4
Curva B: sistema em presença de ZDDC, 3,2.10 M
Curva C: sistema em presença de ZDDC, 4,2.10 J
3.7 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da fosforilaçao oxidativa, u
sando-se glutamato como substrato
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Figua 8 - Efeito do ZDDC sobre a fosforilaçao oxidativa por mitocondrias de 
fígado de rato, utilizando-se o glutamato como substrato.
Sistema: suspensão mitocondrial (3mg de proteina), L—glutamato de so
.  r ~ 1 " " "dio (100 y moles), ADP(0,5!'ymoles) e meio de reação (qsp 2,85ml). Os
resultados são expressos em yMO/seg. .
Curva A: sistema normal
. -4Curva B: sistema em presença de ZDDC, 3,2.10 M
. -4Curva C: sistema em presença de ZDDC, 4,2.10 M
3.8 - Concentração limiar do ZDDC para inibição da fosforilação oxidativa, u
sando-se isocitrato como substrato.
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Figura 9 — Efeito do ZDDC sobre a fosforilaçao oxidativa por Tnitocôndrias de 
fígado de rato, utilizando-se o isocitrato como substrato.
Sistema: suspensão mitocondrial (3mg de proteina], isocitrato de só 
dio (100 P moles), ADP [0,5 ymoles) e meio de reação (qsp 2,85ml).
Curva A: sistema normal
-4Curva B: sistema em presença de ZDDC, 3,2.10 M
-4Curva C: sistema em presença de ZDDC, 4,2.10 M
3.9 - Ação do ZDDC na fosforilação oxidativa e em mitocôndria desacoplâda por
2,4-dinitrofenol.
Tabela I - Efeito do ZDDC sobre a fosforilação oxidativa em mito­
côndria de fígado de rato e sobre a ação desacopladora 
dp 2,4—dinitrofenol.
Substrato est. 2 DNP ZDDC est. 3 est. 4 DNP ADP/0 RC
A
c?
30)
0,63 2,19 0,69 1,88 2,9 3,2
0,68 0,15 D, 15 — D, 15 — i f0
0,64 • 1,94 0,19 0,19 - — — —
~j9
i
0,57 2,75 0,60 2,64 3,1 4,5
Cr
A?
âi
er
0,59 0,27 0,27 - 0,27 — 1,0
0,56 2,72 0,31 0,31 - - — 1,0
A
P
Tià)
0,58 2,68 0,61 2,55 3,0 4,4
0,56 0,33 0,33 - 0,33 - i,0
0,55 2,50 0,39 0,39 - - - 1,0
A
£
8
0,81 2,94 0,88 2,75 2,1 3,3
0,83 0,37 0,37 - 0,37 - 1,0
0,85 2,84 0,45 0,45 - - - 1,0
g M  -
Sistema: suspensão mitocòndrial (l,5mg de proteina para succinato e
3mg para os demais substratos), substrato (100 y moles), ADP 
(0,5 y moles), DNP d o “3 y molesj,ZDDC (4,2.10_4 m ) e meio 
de reação (qsp 2,85ml). Os resultados são expressos em 
ji M0/seg.
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3.10 - Proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição da oxidação 
do succinato por ZDDC.
TEMPO l MIN.)
Figura 10 - Estudo da proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição 
por ZDDC (respirometria). Utilizou-se o protetor de grupos -SH 
ditioeritritol (DTT).
Sistema: idêntico ao da Figura 2.
Curva A: respiração normal com succinato.
Curva B: respiração com succinato em presença de ZDDC (5,3 x
adicionado no "tipping” e de DTT (2mri) pri-incubado (10 minutos).
Curva C: respiração com succinato em presença de ZDDC (5,3 x 10 TH) 
adicionado no "tipping” e DTT (2mH) adicionado aos 45 minutos.
Curva D: respiração endógena.
Curva E: respiração com succinato em presença de ZDDC
pré-incubado (10 minutos).
10 Tl) 
-4,
(5,3 x 10 4M)
3.11 - Proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição da oxidaçao do
a~cetrolutarato por ZDDC
TEMPO l MIN.)
Figura 11 - Estudo da proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição
por ZDDC. (Respirometria).
Sistema: idêntico ao da figura 3.
Curva A: respiração normal com a-cetoglutarato
Curva B: respiração para a-cetoglutarato, em presença de ZDDC
(2,3.10“ adicionado no "tipping" e de DTT (2niM) pré-in
cubado .(10 minutos].
Curva C: respiração com a-cetoglutarato, em presença de ZDDC
(2,3.10“4 m ) adicionado no "tipping" e de DTT (2mM3 adicio
nado aos 4G minutos.
Curva D: respiração endógena
Curva E: respiração para a-cetoglutarato em presença de ZDDC
(2,3.10-^} pre-incubado r(10 minutos).
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3.12 - Proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição da oxidação do 
glutamato por ZDDC.
TEMPO (MIN.)
Figura 12 - Estudo da proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição 
por ZDDC (respirometria).
Sistema: idêntico ao da Figura 4.
Curva A: respiração normal com glutamato.
~ -4Curva B: respiraçao com glutamato em presença de ZDDC (3,8 x 10 H)
no "tipping” e DTT (2 mH) pré-incubado (10 minutos).
- . -4Curva C: respiraçao com glutamato em presença de ZDDC (3,8 x 10 H)
adicionado no "tipping” e de DTT (2mH) adicionado aos 30
minutos.
Curva D: respiração endógena.
-4*Curva E: respiraçao com glutamato em presença de ZDDC (3,8 x 10 H) 
pré-incubado (10 minutos).
3.13 - Proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição da oxidação do
isocitrato por ZDDC.
TEMPO (MIN.)
Figura 13 - Estudo da proteção de grupos -SH mitocondriais contra a inibição 
por ZDDC (respirometria).
Sistema: idêntico ao da Figura 5.
Curva A: respiração normal com isocitrato.
~ -4Curva B: respiraçao com isocitrato em presença de ZDDC (2,8 x 10 M)
adicionado no "tipping” e DTT (2(1111) pre-incubado (10 minutos).
• ~ -4Curva C: respiraçao com isocitrato em presença de ZDDC (2,8 x 10 M)
adicionado no ”tipping” e de DTT (211111) adicionado aos 30 minutos.
Curva D: respiração endógena.
~ -4Curva E: respiraçao com isocitrato em presença de ZDDC (2,8 x 10 D)
pre-incubado (10 minutos),
j
30.
3.14 - Inibição da enzima succinato desidrogenase por ZDDC.
A enzima succinato desidrogenase foi isolada à partir de mitocondrias
de figado de boi e foi ensaiada através de manometria. Constatou-se inibição da
- -4atividade por ZDDC, na concentração de 7,7 x 10 14.
IO 20
TEMPO
30 40
l MIN. )
Figura 14 - Efeito do ZDDC sobre a atividade da succinato desidrogenase.
Sistema: KCN 0,01 14, 0,3 ml; fenazina metasulfato 1%, 0,1 ml; 
succinato de sódio 0,514, 0,2 ml; soro albumina bovina cristali­
na 1%, 0,1 ml; tampão fosfato 0,214, pH 7,6 qsp 2,85 ml e . sus­
pensão da enzima, 2mg de proteina.
Curva A: curva normal com a enzima.
. -4
Curva B: enzima em presença de ZDDC (7,7 x 10 14)
Curva C: enzima sem substrato (succinato).
3.15 - Efeito de ZDDC em "swelling" de mitocôndria de fígado de rato
TEM PO I MIN.)
Figura 15 - Efeito do ZDDC em "swelling" de mitocondrias de fígado.
Sistema: suspensão mitocondrial (l,5mg de proteinas), ZDDC 
indicado abaixo) e meio de reação (qsp 2,85ml)
Curva A: mitocondrias em meio de reação
* ~ -4Curva B: mitocondrias, meio de reaçao e ZDDC 2,1.10 M
« ~ -4Curva C: mitocondrias, meio de reaçao e ZDDC 3,4.10 M
Curva D: mitocondrias, meio de reaçao e ZDDC 4,2.10 M
f3.16 - Efeito do Solvente
Como ZDDC foi usado dissolvido em dimetilformamida, tornou-se neces­
sário testar o efeito do solvente em todos os sistemas .experimentais. Nao
foi constatada interferência nos ensaios, sendo que os resultados estão isen ^ 
tos de alteração devido â dimetilformamida.
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4. DISCUSSÃO
Sabe-se que os fungicidas que pertencem ao grupo DDC podem inibir o 
metabolismo em dois modos diferentes, ou inativando enzimas -SH dependentes , 
ou então quelando metais essenciais aos sistemas biologicos. Parece que o me 
canismo mais aceito e o da inibição de grupos -SH enzimaticos.
Existem grupos -SH importantes para a atividade normal de desidroge- 
nases do Ciclo do Acido Tricarboxílico, bem como existem coenzimas que possuem 
grupos -SH livres em suas moléculas, sem os quais.não conseguiriam ser eficien 
tes em suas funções.
FAMAEY e WHETEHOUSE (10) demonstraram a presença de grupos -SH ■ em 
membranas de mitocôndria. Varias enzimas de oxidação-redução requerem gru 
pos -'SH (1,23). Foi constatada a presença de grupos -SH essenciais para a 
atividade do sistema piruvato oxidase (2, 14, 43, 48, 49, 81), glutamato desi­
drogenase (3, 22, 57, 72, 80), succinato desidrogenase (2, 14, 15, 23, 24, 28, 
73, 74, 76), isocitrato desidrogenase (8, 35, 51, 52), a-cetoglutarato desi - 
drogenase (2, 43, 59) e outras.
A oxidaçao de a-ceto acidos e altamente sensível à reagentes -SH e 
a inibição é facilmente liberada por compostos ditiolicos (como BAL), sugerin­
do o envolvimento de grupo ditiol no processo da oxidação, possivelmente como 
um grupo funcional do acido dihidro-lipoico (23, 43, 65, 79). D ãcido dihi - 
dro-lipoico e coenzima para certos sistemas enzimaticos mitocondriais responsa 
veis pela oxidaçao dos çx-ceto acidos, e sua forma reduzida apresenta gru
po -SH importante para sua função (17, 43, 53, 54, 55, 58, 60).
0 efeito de ZDDC sobre sistemas enzimaticos mitocondriais responsa - 
veis pela oxidação de certos substratos foi estudado em respirômetro de War 
burg, medindo-se o consumo de oxigênio por mitocondrias intactas de fígado de 
rato. Utilizou-se succinato, a-detoglutarato,'glutamato e isocitrato como
substratos. Foi constatada forte inibição do consumo de oxigênio com qual -
~ -4quer dos substratos testados, a uma concentração de ZDDC da ordèm de 3.10 M .
A concentração efetiva de ZDDC para inibir a oxidação de cada substrato foi de 
terminada (figs. 2, 3, 4 (e 5 ) .  A inibição da respiração foi confirmada em e
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letrodio de oxigênio.
Certos compostos tiolicos são capazes de antagonizar a ação dos inibi­
dores -SH [13, 47, 85) como por exemplo 2,3-dimercaptopropanol (BAL), ditiotrei- 
tol, cisteina, glutation reduzido, Tioglicolato, mercaptoetanol, etc.
Tentou-se proteger os grupos -SH mitocondriais contra a ação do ZDDC, 
usando-se o protetor clãssico ditioeritreitol[DTT). Foi verificado (Figs. 10, 11, 
12, 13) que o DTT reduz em grande parte ò efeito inibidor do ZDDC sobre os sis­
temas que oxidam succinato, a-cetoglutarato, glutamato e isocitrato em mitocôn- 
drias intactas de fígado de rato. Êste resultado indica que os grupos -SH mito­
condriais são o provãvel sítio de inibição para ZDDC.
A ação inibidora de ZDDC na atividade sa succinato desidrogenase iso­
lada e purificada ã partir de fígado de boi foi estudada ; no presente trabalho.
Constatou-se forte inibição da atividade da enzima (Fig. 14) a uma concentração
-4 ~ -de ZDpC de 7,7 x 10 H. Provavelmente a inibição da atividade enzimatica esteja
relacionada ao bloqueio de grupos -SH da enzima.
Explorou-se também a ação de ZDDC sobre o mecanismo de acoplamento e 
fosforilação oxidativa, importantes no processo da conservação de energia libe­
rada pelo transporte de electrons na cadeia respiratória. Os resultados revela­
ram que ZDDC e inibidor de fosforilação oxidativa em mitocôndrias de fígado de 
rato, com qualquer dos substratos utilizados: succinato, a-cetoglutarato, gluta_
mato e isocitrato [Figs. 6, 7, 8, 9 e Tabela I). A concentração de ZDDC mínima
- - - -4 *para que ocorra a inibição de fosforilação e de 4,2 x 10 M, para qualquer dos
substratos.
Observa-se (Figs. 6, 7, 8, 9) que a concentração de ZDDC necessária 
para inibir a fosforilação oxidativa é maior para o succinato do que para os d_e 
mais substratos. 0 efeito causado por igual concentração de ZDDC e semelhante 
quando se usa a metade da quantidade de proteina para o succinato do que para 
os demais substratos.
Como mostrado na Tabela I, em presença de ZDDC, não há estímulo da
velocidade respiratória pela adição de ADP e nem pela adição do desacoplador 
2,4-dinitrofenol. A respiração previamente estimulada pelo 2,4-dinitrofenol é
A
36.
fortemente inibida pelo ZDDC. G mesmo ocorre com o ADP, isto é, o estímulo do 
consumo de oxigênio pelo ADP ê inibido quando se adiciona ZDDC. 0 fato de que o 
2,4-dinitrofenol não ’’libera'1 a inibição por ZDDC, pode ser indicativo de que 
ZDDC esteja agindo em sítio anterior ao sistema que é responsável pela resposta 
ã adição do 2,4-dinitrofenol.
Existem grupos ~SH importantes para o mecanismo de acoplamento e 
fosforilaçao oxidativa (18, 19, 20, 21, 29, 31, 32, 50}. Possivelmente o e 
feito de ZDDC corro inibidor de fosforilaçao oxidativa esteja associado ao blo 
queio de grupos -SH essenciais para tal atividade.
Apesar dos intensos estudos ja feitos com o proposito de se tentar 
esclarecer o mecanismo da fosforilaçao oxidativa, ainda não existe uma vis,ão 
detalhada e correta a respeito do modo pelo qual a energia da oxiredução do 
transporte de elétrons é convertida em energia na forma de ligação fosfato do 
ATP. Existem teorias postuladas, sendo que as mais aceitas são a teoria qui 
miosmotica e a teoria conformacional. Aconteceria um equilíbrio dinâmico de 
transporte de íons através da membrana mitocondrial, e este equilíbrio produzi 
ria sucessivos estados conformacionais de alta energia, através de movimentos 
controlados da mitocondria. Este estado de alta energia seria formado às cus 
tas da energia liberada pelo transporte de elétrons da cadeia respiratória e 
quando o "estado11 fosse desfeito, a energia seria aproveitada para a formação 
do ATP a partir de ADP + Pi. Ocorreriam, assim, sucessivos "swellings " 
reversíveis e controlados, fenômeno denominado de oscilatória mitocondrial e 
que tem sido objeto de muitos estudos nos últimos tempos.
Sabe-se que para ocorrer a fosforilação oxidativa é necessário que a 
mitocondria esteja intacta (com sua membrana íntegra} e que não devem existir 
alterações no sistema responsável pelo processo do transporte de íons através 
da membrana mitocondrial. So assim poderiam ocorrer os sucessivos "swellings?1
controlados de mitocondria que assegurariam o processo de conservação de ener­
gia sob a forma de ATP.
Pensou-se que o efeito causado pelo ZDDC como inibidor da fosforila­
ção oxidativa poderia estar relacionado ã alterações físico-químicas sobre a
membrana mitocondrial. 0 ZDDC poderia agir destruindo a integridade da estrutura
tada a inibição da fosforilação oxidativa. Provavelmente este "swelling" mi-
lação oxidativa. Como existem grupos -SH importantes para o transporte nor
zes üevse ligar a grupos -SH de enzimas, impedindo assim sua função cataliza- 
dora (36).
A ação inibidora do ZDDC poderia estar relacionada ao bloqueio de 
grupos -SH enzimáticos pela formação de mercaptídeos atravis da ação do zinco
postos DDC sugerem que estas drogas agem como um todo, ou então através do íon 
ditiocarbamato (37, 56, 9). Segundo RICH e HORSFALL (56) o ZDDC não tem facili 
dade em produzir radicais livres. BRIQUET et al (4) dizem que o zinco não i o 
responsável pelo efeito do ZDDC. Parece que os efeitos produzidos pelo ZDDC 
não são devidos ao zinco metálico unicamente, mas sim a molécula como um todo, 
inativando enzimas que requerem grupos -SH para sua atividade, ou então que- 
lando metais essenciais para os sistemas biológicos.
mitocondrial. Analisou-se esta hipótese, estudando o efeito da droga em
"swelling" mitocondrial. Utilizou-se para tal, o método turbidimétrico, que 
é suficientemente sensível para se constatar modificações na estrutura mitocon 
drial. ZDDC mostrou causar "swelling" irreverssível nas mitocôndrias de figa 
do de ratóo (figura 15),- quando se usa o mesmo meio de reação em'que foi consta
tocondrial irreversivel seja o principal responsável pela inibição da fosfori—
mal de íons e "swelling", ZDDC poderia talvez estar agindo ao nível destes gru
pos -SH.
GUFD e WILCOX (16). apresentaram uma revisão a respeito da ligaçao de 
cátions metálicos com certos grupos funcionais de proteinas, peptídeos e ami - 
noácidos. Certos metais são agentes formadores de mercaptídeos, sendo capa-
metálico. Os estudos já feitos ã respeito do mecanismo de ação tóxica dos com
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5. CQNCLUSOES
- Dimetilditiocarbamato de zindo (ZDDC) é inibidor da oxidação do succinato, 
a-cetoglutarato, glutamato e isocitrato por mitocôndrias de fígado de rato.
A inibição ê revertida por DTT, indicando que ZDDC estaria agindo ao nível 
de grupos -SH mitocondriais.
- ZDDC é inibidor de fosforilação oxidativa em mitocôndrias de fígado de rato, 
sendo que o efeito sobre o succinato é menor do que para os substratos NAD- 
dependentes.
- ZDDC ê inibidor da enzima succinato desidrogenase isolada a partir de fíga­
do de boi-
J
SUMÁRIO
\6. SUMARÉü
Dimetilditiocarbamato de zinco (ZDDC) e um pesticida usado para o 
controle de doenças em vegetais causadas por fungos.
Estudou-se no presente trabalho os efeitos toxicos de ZDDC a nível 
sub-celular, explorando-se a toxidez da droga no processo da Respiração Celu - 
lar. Analizou-se a ação da droga sobre o consumo de oxigênio e a fosforila 
çao oxidativa de mitocondrias isoladas de fígado de rato.
Constatou-se o efeito inibitorio de ZDDC sobre o consumo de oxigênio 
por mitocondrias de fígado de rato, quando em presença de succinato, a-cetõglu 
tarato, glutamato e isocitrato. A inibição foi revertida por D W ,  indicando,1 
que a droga age ao nível de grupos — SH ligados aos sistemas que*oxidam os 
substratos.
Foi verificada a inibição da enzima succinato desidrogenase (enzi 
ma -SH) isolada a partir de fígado de boi.
Foi constatada também a inibição da fosforilaçao oxidativa em mito - 
condiras de fígado de rato, possivelmente devido ao "swelling11 significativo 
qüe foi constatado quando se usou sistema de ensaio semelhante aquele em que 
foi verificada a inibição da fosforilaçao oxidativa.
J
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9 . SIGILOS
DDT = d i c l o r o d i f e n i l t r i c l o r o e t a n o  
DDC = d i a l q u i l d i t iocarbamato 
ZDDC = d i m e t i l d i t i o ca r b a m a t o  de zinco 
TMTD = t e t r a m e t i l t i u r a m  dissulfeto 
TETD = t e t r a e t i l t i u r a m  dissulfeto 
FeDDC= d i a l q u i l d i t i oc a r b a m a t o  de ferro 
CuDDC= d i a l q u i l d i t i oc a r b a m a t o  de cobre 
NaDDC= d i a l q u i l d i t i oc a r b a m a t o  de sódio 
DTT = ditioeritreitol
